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3 ’） と B -m t D N A -R -8 1 5 7（ 5 ’-
CTCATGTTGACGTGTCTAGTTGC-3’）を用い
た。後半部7769bp（tRNA-Lys～tRNA-Thr）の増
幅 に は ， B -m t D N A -F 2-7 9 7 8（ 5’-
CAAACCACAGTTTCATACCCATT-3’）と B-




HS DNA Polymerase（TAKARA, Tokyo）を使
用し行った。前半部mtDNAを増幅する PCRの条
98 清 野 孝 二・他
Table1 Accession number of GenBank used for analysis the D-loop sequence of mtDNA
 
Area/Species  No.of sample  Accession Number.
Europe  13  V00654,L27712-3,L27716-9,L27724-7,L27734-5
 
Near east  5  EU177856-60
 
Africa  8  L27714-5,L27720-1,L27728-31
 
Bhutan  3  AB268582-4
 
Mongol  28  AB117060-87
 
China  1  AY998840
 
Korea  1  DQ124389
 
Japan  38  U87633-50,U87893-905,AB074962-8
 
B.primigenius  6  AF336745-8,DQ915524,DQ915537
 
B.indicus  3  L27722,L27732-3
 
B.bison  5  U12936,U12946-9
 
Table2 Accession number of GenBank used for analysis the coding region of mtDNA
 
Area/Species  No.of sample  Accession Number
 
Europe  1  V00654
 
Near east  1  EU177852
 
Africa  6  DQ124399,EU177841-5
 
Korea  3  DQ124372,DQ124375,DQ124377
 
Japan  7  AB074962-8
 
B.primigenius  1  DQ124389
 
B.indicus  3  AF492350,NC005971,AY124389
 














クエンスはABI PRISM 310 Genetic Analyzerに
より，前述の４個の増幅プライマーに加え，最終的
に37個のウォーキング専用プライマーを設計し，




























おいては，11頭が T 3タイプに，10頭が T 4タイプ
であった。今回の実験に用いたホルスタイン種と黒








は，Bison bisonと Bos indicus以外の GenBankに
報告されている合計97頭の D-loop塩基配列を加










































Table3 Summary of nucleotide polymorphisms in mtDNA D-Loop of Holstein and Japanese Black cattle
 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 5 5 5 5 5 5 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
 




8 9 9 9 9 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 3 1 1 1 1 1 2 2 3 3 3 2 1 5 5 6 9 2 4 4 5 5 5 5 5 6 6 7 7 8 9 0 0 1 1 1 2 3 3 4 0 3 4 4 5 6 6 0 0 6 6 7 9 2 4 0 0 4 7 0 1 3 5 4 2 2 9 1 5 6 7 8 2 7 4 5 5 3 1 9 2 3 9 2 8 9 1 0 1 7 8 5 0 4 2 6 6 9 3 0 2 9 0 1 5
 
V00654-E1  C T T C T A G T C T T A G C A A T A T G T T T T T T T C T G C C C T C G G T A A A C T T G C A
 
H1(21) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ A・・・・・・・・・ G・・・・・・・
H2(3) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ G・・・・・・・
H3 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・・ G・・・・・・・
H4 ・・・・・・ A・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ G・・・・・・・
H5(6) ・・・・・・・・・・・ G・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ T ・・・・ G・・・・・・・
H6(6) ・・・・・・・・・・・・ A・・ G C・・・・・・・・・・ T ・・・・ T ・・・・・・ G・・・・・・・
H7 ・・・・・・・・・・・・ A・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ G・・・・・・・
H8(2) ・・・・・・・・・・・・・・ G・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・
H9 (3) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ T ・・・・・・・・・・・・・・・
H10 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ T ・・・・・
H11(4) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・
T3  H12 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・
H13 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ C・・・ C・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・
H14 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ C・・・・・・・・・
H15 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ T ・・・・・・ C・・・・・・・・・
JB1 ・ C・・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・ C・・ C・・・・・・・・・・・・・ G・・・・・・・
JB2 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ G・・・・・・・
JB3(4) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・・・・ G・・・・・・・
JB4 ・・・・ C・・・・・・・ T ・・・・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・
JB5 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ C・・・・・ C・・・ C・・・・・・・・・・・・・・・・・・
JB6 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ C・・・・・・・・・
JB7  A・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ C・・・・・・・・・
JB8 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ T ・・・・・・ C・・・・・・・・・
H16 ・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・ A・・・・・・・・・・・・・・・・ A・・ G・・・・・・・
JB9 (5) ・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・ A・・・・・・・・・・・・・・・・ A・・ G・・・・・・・
JB10 ・・・・・・・ C・・・・・・・・・ G・ A・・・・・・・・・・・・・・・・ A・・ G G・・・・・・
T4  JB11 ・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・ A・・・・・・・・・・・・・・・・ A・・ G・ T ・・・・・
JB12 ・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・ A・ C・・・・・・・・・・・・・・ A・・ G・・・・・・・
JB13 ・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・ A・・・・・・・・・・・・・・・・ A C・ G・・・・・・・
JB14 ・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・ A・・・・・ C・・・・・・・・ T ・ A・・ G・・・・・・ C
 
H17(14) ・・ C G・ G・・ T C・・・ T ・・ C・ C・・・・・・ C・・・・ T T ・ C・ A・ C G・・ T C C A T ・P  JB15(2) ・・ C G・ G・・ T C・・・ T ・・ C・ C・・・・・・ C・・・・ T T ・ C・ A・ C G・・ T C C A T ・
Breed abbreviations;H,Holstein;JB,Japanese Black cattle.
Bracket indicate the number of cattle.
T3,T4,P indicate the haplotypes proposed by Troy et al (2001).
Table4 D-loop nucleotide polymorphisms of B.primigenius type in Japanese cattle
 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
 








9  9  9  0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 2 2 2 2 3 1 1 1 1 2 2 3 3
 
5 5 9  2 4 5 5 5 7 8 0 2 4 3 4 5 6 0 0 6 7 9  2 4 0 0
 
1 3 4 0 9  0 1 8 4 5 9  2 1 1 7 5 4 1 6 6 3 0 2 9  0 1
 
V00654-E1  T C A T C C T C T T T T T C C T G C T A A C T T G C
 
H17(14) C G G ・ T ・ C T C C ・ C ・ T T C A ・ C G ・ T C C A T JB15(2) C G G ・ T ・ C T C C ・ C ・ T T C A ・ C G ・ T C C A T P1  C G G ・ T T C T C C ・ C ・ T ・ C A ・ - - - - - - - -
P2  C G G C T ・ C T C C ・ C C T ・ C A T - - - - - - - -
P3(2) - - - - T ・ C T C C ・ C C T ・ C A T - - - - - - - -
P4 - - - - T ・ C T C C C C ・ T ・ C A ・ - - - - - - - -
P5 - - - - T T C T C C ・ C ・ T ・ C A ・ - - - - - - - -
Breed abbreviations;H,Holstein;JB,Japanese Black cattle;P,Primigenius
 
Bracket indicate number of cattle.
P1～P5 haplotyepes deposited in GenBank by Troy et al (2001).






















































Figure1 Unrooted neighbor-joining tree constructed
 
from mtDNA D-loop sequences of Holstein
 
and Japanese Black cattle.
Figure2 Unrooted neighbor-joining tree constructed
 
from mtDNA coding sequences of Holstein
 


















































































の T 3に，１頭が北東アジアタイプの T 4に分類さ
れた。また，黒毛和種では，11頭が T 3に，10頭が
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The aim of this study was to reveal the diversity of Japanese cattle (68 Holstein cows and 23 Japanese
 
Black cattle)by the use of the mitochondrial DNA polymorphisms. In addition,the analyses were perfor-
med by combined with mtDNA sequences of B. taurus,B. primigenius,B. indicus,B. bison deposited in
 
GenBank and phylogenetic tree were constructed to reveal the relationships between them.
The results of sequences for mtDNA D-loop type of 68 Holstein cows,1 cattle was North East Asian type
(T4)and 53 cattle were European type(T3). In Japanese black cattle,10 cattle were T4 type and 11 cattle
 
were T3 type. However,African type(T1)and Near East type(T2)were not observed in this study.
Unexpectedly, 17 cattle were correspond to B. primigenius type, which mtDNA D-loop type of B.
primigenius has not yet been reported in Japan. Seven samples of B. primigenius type of them were
 
additionally sequenced for coding region. The results showed that single nucleotide polymorphisms(SNPs)
were observed on 56 polymorphic sites. The 46 of SNPs were observed to unique B. primigenius types.
Furthermore, the 42 of SNPs were observed in protein coding region. The 10 of SNPs were non-
synonymous substitution.
The phylogenetic trees were illustrated by use of analysis software“MEGA4”. The estimate value from
 
the coding region showed the same as the value from the D-loop region.
105ウシmtDNAの遺伝的変異と多型解析
